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Investigation of the presence of HBV-DNA in HBsAg negative blood donors admitted
to the blood transfusion centers of the Faculty of Medicine of Ege University and
Mersin University

Arzu Bayram1 Seda Tezcan® Aysu Degjirmenci3 Gurol Emekdag,2 Ajda Turhan®

Selda Erensoy”  Yesim Aydinok® Naci Tiftik>  Rughan Yazan Sertoz*

Yizmir Tepecik Egitim ve Aragtirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, izmir, Tirkiye

*Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi, Kan Merkezi, Mersin, Tirkiye

3Ege L:Jniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Kan Merkezi, izmir, Tarkiye
*Ege Universitesi Tip Fakaiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir, Tiirkiye

0z

Amag: Kan yoluyla bulasan enfeksiyon etkenleri arasinda hepatit B virlisi (HBV) 6nemini korumaktadir. Serolojik
testlerin duyarliidinin arttinimasina ragmen guvenli kan transfiizyonu igin kanda HBV-DNA varligini saptayan nukleik
asit testi (NAT) uygulamalari, Ozellikle de tek tek Orneklere uygulanan NAT (ID-NAT) uygulamalari gindeme
gelmigtir.

Gereg ve Yontem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezi ve Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma
Uygulama Hastanesi Kan Merkezi'ne Nisan 2010 ile Ocak 2011 tarihleri arasinda basvuran 18—65 yaslari arasindaki
4352 HBsAg negatif kan vericisinin serum ornekleri incelenmek lizere ¢alismaya alindi. Kan vericilerinin 6rneklerinde
HBV-DNA'yI saptamak amaciyla gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi uygulandi.

Bulgular: Calisilan érneklerden sadece 2 serumda HBV-DNA siipheli pozitif olarak saptandi. iki pozitif sonug ayni
yontemle iki kez ve farkl alternatif yontemlerle dogrulamak amaciyla tekrarlandi. Tekrarlanan &6rneklerin negatif
bulunmasi sonucunda drneklerin timiinde HBV-DNA negatif olarak degerlendirildi. iki ayri merkezden alinan HBsAg
negatif kan vericilerinin tim 6rneklerinde HBV-DNA negatif bulundu.

Sonug: Calismaya alinan kan vericilerin sayisi ve merkezlerdeki diisik seroprevalans gizli HBV gorilmemesinin
nedeni olabilir. Turk Kizilayr’nin 2014’de baslayan rutin NAT ¢alismalari bolgemizdeki gizli HBV verilerini daha net
ortaya gikaracaktir.

Anahtar Sozciikler: Kan vericisi, Hepatit B viris, HBV-DNA, niikleik asit testleri

Abstract

Aim: Hepatitis B virus (HBV) remains important among the agents of blood transmitted infections. Although
increased sensitivity of serological tests, detection of HBV-DNA by nucleic acid tests (NAT) techniques, especially by
the individual NAT (ID-NAT) techniques for safe blood transfusion came into question.

Materials and Methods: A total of 4352 HBsAg negative volunteer-donors in ages of 18-65 years admitted to the
Blood Transfusion Centers of Ege University Faculty of Medicine and Mersin University Faculty of Medicine Hospital
were included in the study between April 2010 and January 2011. The samples of the donors were tested with real-
time polymerase chain reaction (RT-PCR) in order to detect HBV-DNA.

Results: Following HBV-DNA screening, only two positive serum results were found. Test was repeated on two
positive samples with both the same and an alternative method. Repeated tests resulted negative; therefore all
samples were assessed as HBV-DNA negative. In all samples of HBsAg negative donors from two different centers,
HBV-DNA was found to be negative.

Conclusion: The number of blood donors included in the study and low seroprevalence of the centers could be the
reason for no detection of occult HBV. Turkish Red Crescent routine NAT studies that began in 2014 will give
appropriate data for occult HBV in our region.
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Girig

Kan yoluyla bulasan enfeksiyon etkenlerinin gegisi
saghkli gorinen kan vericilerinden vyapilan enfekte
transflizyonlar sonucunda olmaktadir. Bu nedenle
uygulanan tarama testlerine ragmen kan glvenliginin
gelistiriimesi dnemli bir tartisma konusudur (1). Guvenilir
kana ulasmada en 6nemli ve temel nokta, kan vericilerin
dikkatli secimidir (2).

Kan vyoluyla bulagsan enfeksiyon etkenleri arasinda
gérilme sikhgr ve neden oldugu hastaliklar Hepatitis B
virlisii (HBV) halen énemini korumaktadir (3). Ulkelerin
saglik politikasi, alinan o6nlemler, egitim, ekonomik
kosullar gibi pek c¢ok faktér HBV enfeksiyonunun
gorilme sikhginda farkhliklara neden olur. HBV ile
karsilasma orani Bati Afrika’'da en yuksek, Bati Avrupa
ve Kuzey Amerika’da en dusik dizeydedir (1).
Ulkemizde vyapilan calismalarda HBV yiizey antijeni
(HBsAg) pozitifligi bolgeden bdlgeye degismekle birlikte
%1.7-21 olarak saptanmistir (4). Ancak, HBsAg tarama
testleri duyarliliklari yillar icinde gelistiriimis olmakla
birlikte HBV enfeksiyonunu saptamakta her zaman
yeterli olamamaktadirlar (5). Bu nedenle diinyada ve
ulkemizde “guvenli kan” igin 2006 yilindan sonra
transflize edilen kan 6rneginde HBV nikleik asit testi
(NAT) uygulamalari glindeme gelmistir (1,6,7). Bu teknik
ile pencere donemi diginda HBsAg negatif gizli HBV
enfeksiyonunun tanisi saglanmaktadir (5).

Bu calismada, tek tek NAT (ID-NAT) ile HBsAg negatif
kan vericilerinde olasi gizli HBV enfeksiyonunun
arastinimasi ve Ulkemizde uygulanmakta olan kan
vericisi tarama testlerine yeni bir dizenleme getirilip
getirilemeyecegdi konusunun belirlenmesi ve olasi yeni
bir algoritma olusturulmasina katkida bulunabilmek
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Kan Merkezi ve
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi (MUTF) Saglk
Arastirma Uygulama Hastanesi Kan Merkezi'ne Nisan
2010 ile Ocak 2011 tarihleri arasinda bagvuran 18-65
yaglari arasindaki HBsAg negatif 4352 kan vericisinin
serum Ornekleri incelenmek Uzere ¢alismaya alindi. Kan
vericilerinin HBsAg taramasi kemiliminesan mikropartikul
immunassay (CMIA, Architect i2000SR, Abbott
Laboratories, USA) yéntemi ile ¢alisildi.

Plazma 6rneklerinin saklanmasi

Calisma icin kan vericilerinden ek bir kan érnegi EDTA’
(Becton Dickinson, Fransa) tipe alindi. Tarama test
sonuglari negatif bulunan verici érnekleri 14000 rpm’de
30 dakika santrifijlendikten sonra plazma 6rnekleri filtreli
pipet uclar kullanilarak “DNAZz” ve “RNAZz” icermeyen
steril tiiplerde -80°C’de sakland!.

Plazma 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu
Plazma érnekleri -80°C’den cikartiip numara siralarina
gbre siralandiktan sonra oda isisinda erimlerinin
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ardindan kisaca vortekslenip 14000 rpm’de hizli bir
sekilde santrifijlendi. Ekstraksiyon, “QlAsymphony
Virus/Bacteria Mini Kit” (QIAGEN, Almanya) otomatik
ekstraksiyon kiti kullanilarak QIAsymphony (QIAGEN,
Almanya) cihazinda  Uretici  firmanin  Onerileri
dogrultusunda gerceklestirildi.

HBV-DNA’nin ¢ogaltiimasi

HBV-DNA'nin 134 bp’lik kor bolgesini hedef alan gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kitleri (artus
HBV QS-RGQ Kit, QIAGEN, Almanya) ile gercek
zamanli PCR cihazinda (ROTOR GENE Q, CORBETT
Research Pty Ltd., Avusturya) Uretici firma onerilerine
uygun olarak HBV-DNA amplifiye edilmistir.

Her bir galismada plaklarda elde edilen 63 hasta ornegi
ile birlikte bes standart, bir negatif kontrol, bir adet E2
dizeyinde QCMD 6rnegi miks karigimlari ile otomatik
olarak PCR tuplerine pipetlendi (QlAgility, QIAGEN,
Almanya). PCR tipleri, ROTOR GENE Q gergek
zamanli PCR cihazina yerlestirilerek asagidaki 1s1 dongi
programi uygulandi.

Internal kontrol (IC) pozitif bulunan érneklerin HBV-DNA
sonuglari degerlendiriimeye alindi. Kantitasyon, Uretici
firmanin Onerilerine uygun olarak kite ait bes adet
standart yardimiyla gizilen eksternal kantitasyon egrisi ile
yapllmaktadir. Yontemin kantitasyon arah@i 31.6 IU/mL
ile 2x10" IU/mL arasinda ve testin analitik duyarhhgi
10.22 |U/mL’dir.

Calismamiz igin EUTF Klinik Arastirmalar
Kurulu’ndan etik kurul onayr ahinmistir.

Etik

Bulgular

Calisilan 4352 érnegin 1971i EUTF Kan Merkezi'ne, 2381
MUTF Kan Merkezine aitti. Calismaya dahil edilen
orneklerin 4181’i erkek (%96.1) ve yas ortalamasi 35.6 yil
(yas araligi 18-64 yil) idi.

Calisilan o6rneklerden sadece 2 serumda HBV-DNA
pozitif olarak saptandi. Orneklerden, HBV-DNA siipheli
pozitif saptanan birinci 6rnegin egrilerinin esik degeri
kestigi siklus (ct) 41.6 ve viral yik (IlU/mL) 2.08E+00,
ikinci 6rnegin ct degeri 43.86 viral yuk (1U/mL) 2.49E+00
bulundu. Supheli pozitif olan birinci ve ikinci érneklere
ayni yontemle iki kez ve diger alternatif yontemler
uygulanarak saglamalari yapildi.

Bu 6rneklere, ilk PCR (iriinlerinin pozitif kontrol drnekleri
ile jelde goruntilenmesi negatif olarak degerlendirildi.
Ayni ekstraksiyondan tekrar gercek zamanli PCR (artus
HBV QS-RGQ Kit, QIAGEN, Almanya) uygulandi. Sonug
negatif olarak bulundu. Inno-LiPA HBV DR Line Probe
assay (Innogenetics N.V. Ghent, Belcika) PCR’i ile de jel
negatif bulundu.

Tartigsma

HBV enfeksiyonun tanisinda serolojik testler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda gelistirilen
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molekiler yontemler ile HBV-DNA dizeylerinin belirlen-
mesi ile HBsAg dizeyi negatif olan kisilerde HBV
enfeksiyonu tanisina olanak saglanmistir (8).

Ulkemizde 1972 yilindan itibaren gesitli gruplarda HBsAg
taranmaktadir (9). Turkiye’deki HBsAg seroprevalansi
degerlendirildiginde Ulkemiz HBV tasiyiciidr agisindan
orta derecede endemik bir bdlgedir (4). Bu calismadaki
merkezlere, Nisan 2010 ile Ocak 2011 arasi EUTF Kan
Merkezi'ne 16.968, MUTF Kan Merkezi'ne 10.298 kan
vericisi bagvurmustur. Bagvuranlarin EUTF'de 98
(%0.5), MUTF'de 200’Unde (%1.94) HBsAg pozitifligi
saptandi. Bu oran ulkemizdeki diger calisma verilerinden
disik bulunmustur. Bu dlsik oran beklenen gizli HBV
enfeksiyon oranlarina da yansimaktadir.

Ulkemizde molekiiler yéntemler ile kan vericilerinde
HBV-DNA dlzeylerinin tarandii galismalar bulunmak-
tadir. Turk Kizilay Kan Merkezi Haziran 2007-Eylul 2008
yillari arasinda 12.852 HBsAg negatif kan vericisinde ID-
NAT (Tigris-Chiron, USA) yontemi ile o6rneklerin
%0.047’inde HBV-DNA dlzeyi pozitif olarak saptanmistir
(10). Kemahli ve arkadaslarinin 7372 kan vericisinde
yaptigi calismada ise HBsAg negatif drneklerin ikisinde
HBV-DNA pozitif (%0.03) tespit etmistir (11). Bal ve ark.
(12), calismasinda ise 8333 transfiizyonda bir HBV-DNA
pozitifligi (% 0.012) bulunmustur.

Kaynaklar

Bu cgalismada da HBsAg negatif bulunan 4352 kan
vericisinde bagslangicta iki adet pozitiflik saptanmis
ancak ayni yontemle ve alternatif diger yontemlerle
pozitiflikleri dogrulanamamistir. Sonug olarak érneklerde
pozitiflige rastlanmamistir. Ancak gizli HBV enfeksiyo-
nunda orneklerde diglik DNA pozitiflikleri bulunmaktadir.
4352 6rnekten ikisinde de HBV-DNA dizeyleri disuktir.
Bu durum o6rneklerin yinelenen testlerde pozitif bulunma
olasiligini da dugsurmektedir.

Yang ve ark. (13) galismasinda da ayni kan verici
populasyonunda tek tek NAT ve havuz NAT ile DNA
pozitifliinde istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Bu nedenle, gizli HBV’de HBV-DNA diizeyi diisuk oldugu
icin duyarl testler kullaniimasi gerekmektedir. Gizli HBV
enfeksiyonunda HBV-DNA miktari disukliginden dolayi
tekrarlayan PCR pozitifliklerine her zaman rastlan-
mayabilir. Bu ylzden o6zellikle kan merkezlerinde gizli
HBV saptanmasinda NAT uygulanacaksa havuzlama
yontemi yerine duyarhihdl yiksek tek tek uygulanan
molekiler testler tercih edilmelidir. Ayrica test sonugla-
rinin dogrulugunu géstermek icin ayni ve farkh yéntemler
uygulanarak dogrulamasi yapilmalidir.

Sonug

Sonug olarak, Iki ayri merkezden alinan HBsAg negatif
kan vericisinin tim 6rnekleri negatif bulunmustur.
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